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摘 要 
I 
摘 要 
化疗是晚期肝癌患者辅助治疗的重要方法之一，但其效果不理想，肿瘤耐药
性的产生是重要原因之一。目前研究发现肿瘤干细胞与化疗耐药性产生密切相关。
因此，研究肝癌化疗耐药与肝癌干细胞之间的相关性并阐明其耐药机制，可以为
晚期肝癌的治疗寻找新的有效治疗靶点。本研究通过运用化疗药物阿霉素（ADM）
梯度溶度作用 Huh7.5.1 肝癌细胞，诱导耐药细胞株 Huh7.5.1/ADM 的形成，通
过检测比较 Huh7.5.1/ADM 与 Huh7.5.1 细胞之间表面标记物 CD133+的表达差异
及信号传导蛋白 Smad3 的表达变化，并测试运用 Smad3 特异性抑制剂 SIS3 作用
后耐药细胞株 CD133+表达的逆转情况，初步探索化疗是否可以诱导富集肝癌干
细胞及其作用机制和寻找相关靶点。 
采用化疗药物梯度浓度诱导法作用于Huh7.5.1肝癌细胞，经历12个月构建相
对稳定表达CD133+表面标记物的耐药细胞株Huh7.5.1/ADM。通过CCK8实验分
析比较Huh7.5.1和Huh7.5.1/ADM之间的对不同化疗药物的敏感性，qRT-PCR比较
两者之间相关干性基因的表达差异，流式细胞仪分析比较两者之间细胞凋亡以及
肝癌干细胞表面标记物CD133+分子的表达差异。平板克隆形成实验观察Huh7.5.1
和Huh7.5.1/ADM的增殖状况。Western Blotting检测Smad3、pSmad3及各凋亡蛋
白的表达情况以及使用Smad3特异性抑制剂sis3作用于Huh7.5.1/ADM稳定的细
胞株之后信号通路上各相关蛋白的表达变化，并检测其对化疗药物的敏感性，分
析运用SIS3后细胞干性变化。 
实验证明，运用ADM梯度浓度诱导Huh7.5.1细胞后建立了相对稳定的耐药细
胞株Huh7.5.1/ADM，成功富集了CD133+标记的干细胞，且pSmad3蛋白表达增强，
运用SIS3后，成功逆转了CD133+的表达比例及干性的表达能力。 
综上，ADM 化疗耐药成功诱导富集了 CD133+肝癌干细胞，且通过激活信号
传导蛋白 Smad3 作用，SIS3 靶向此位点具有逆转肝癌干细胞的作用。 
关键词:肿瘤干细胞  CD133+  化疗耐药  Smad3  SIS3 
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II 
Abstract 
Cancer stem cells(CSCs) are a small subset of cancer cells，which are thought to 
be responsible for chemotherapy failure, tumor relapse and metastasis. CD133+ is 
reported as a CSC marker in Hepatocellular carcinoma (HCC). Some studies suggest 
that CSCs could be enriched by chemotherapy. However, the mechanism of 
chemotherapy regulating CSCs remains unclear. Therefore , we investigated whether 
drug treatment could enrich CSCs in HCC cells and the molecular mechanism of 
chemotherapy regulating the expression of CSCs markers. Huh7.5.1/ADM cells was 
developed by a long-term continuous treatment of Huh7.5.1 Cells with 
Adriamycin(ADM ) in stepwise increments of concentration for 12 months. 
Huh7.5.1/ADM cells revealed a greater drug reisistance and a higher expression of 
CSC marker, CD133+, than the parental huh7.5.1 cells. In addition, the 
Huh7.5.1/ADM cells were found of enhanced CSCs capacities with a higher potential 
of colony formation, anti-apoptosis and increased the expression of stem 
cell-associated genes analyzed by qRT-PCR. This Adriamycin-induced enrichment of 
CD133+ cells was mediated through activating of Smad3 as judged by increased 
levels of pSmad3. Treatment with specific smad3 inhibitor, sis3, obviously reduced 
the Adriamycin-induced enrichment of CD133+ cells and increased the sensitivity to 
drug resistance as well as reduced the CSCs capacities in vitro and tumorigenicity in 
vivo. Together, our study suggest that Adriamycin chemotherapy can efficiently 
enriched stem cell marker CD133+ cells in HCC through activation of  Smad3 
pathway and this may offer a potential target for CSCs to develop more effective 
treatments for hepatoma. 
 
Keywords: CSCs;CD133
+
;Chemoresistance;Smad3;SIS3 
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1 
第一章 前 言 
1.1 肿瘤干细胞简述 
干细胞具有自我更新的能力，它们可以分化成多种多样特定类型的细胞。肿
瘤干细胞的概念是由胚胎干细胞和成体干细胞延伸而来的，肿瘤干细胞也具有类
似多能性干细胞的能力。通过自我更新，可以生成更多的干细胞来维持未分化状
态，接着通过分化，越来越多的干细胞成长为成熟的细胞类型。胚胎干细胞在胚
胎发育时期具有分化成所有类型组织的能力，而成体组织里的成体干细胞在补充
修复方面扮演着重要的角色[1]。有研究成功将体细胞构建成了具有类干细胞性质
的细胞，即诱导多潜能干细胞(iPSCs), 诱导成功的这一类细胞与胚胎干细胞具有
很多形似的性质[2]。随着研究的不断深入，越来越多的证据表明，在肿瘤组织中
存在着这么一小部分类干细胞性质的细胞，称为肿瘤干细胞（CSCs），这部分
细胞同时具有干细胞和肿瘤细胞的性质[3, 4]。肿瘤干细胞除了具有自我更新以及
分化的特征之外，还具有宿主动物体内移植成瘤的特点[5]。 
肿瘤干细胞与干细胞之间的关系既具有许多相同之处，又具有本质性的不同。
有研究表明，有些肿瘤干细胞是来源于正常干细胞的转化[6]。肿瘤的发生实际上
是由正常细胞演变而来的，正常细胞在经历过多次的突变累积的结果，而只有干
细胞才具备足够的时间累积突变从而形成肿瘤干细胞，最终导致肿瘤的发生。许
多研究证实肿瘤干细胞的表面标志物与正常干细胞的表面标志物相同[7]。 
根据目前的研究，干细胞和肿瘤干细胞的共同性质主要表现在：（1）干细
胞和肿瘤干细胞均处于保持未分化状态，而不是到达分化途径的终点，两者都具
有无限增殖和分化的特性[8]。（2）肿瘤干细胞和干细胞同时具有端粒酶活性，
这与附加的基因突变构成了正常干细胞向恶性转化的重要条件[9]。（3）两者均
同时具有对称和非对称分裂方式，对称分裂方式即形成两个完全相同的干细胞，
而非对称方式虽然两个子代细胞所包含的 DNA 一致，但由于细胞质中所包含的
调节分化的蛋白不均匀的分配，使得其中一个子细胞与原来的细胞不同类。不对
称分裂是分化的起源。（4）调节生长的信号通路相似。（5）具有迁移的能力。
肿瘤干细胞和干细胞本质的区别表现在：（1）干细胞具有自我反馈的调节机制，
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前 言 
2 
在某个阶段处于连续分裂，也可以在其它阶段保持较长时间的相对静止的状态，
使细胞的增殖和分化处于有序的平衡状态。而肿瘤干细胞并不存在反馈调节机制，
细胞的增殖分化处于无序失控的状态。（2）干细胞具有正常的分化程序，而肿
瘤干细胞分化程序异常，没有分化成为成熟细胞的能力。干细胞的增殖保持着自
稳定性，而肿瘤干细胞没有自稳定的特点。（3）肿瘤干细胞不能阻止复制错误，
反而会累积复制错误，而干细胞可以防止复制错误的进一步发展。因此，肿瘤干
细胞的自我更新和分化能力类似于正常干细胞却又不同于正常干细胞。 
肿瘤干细胞最先于 1994 年在人类急性髓系白血病（AML）的研究中发现，
在这个研究中，研究者将急性髓系白血病的细胞移植到重症联合免疫缺陷小鼠中，
并从中分离出了急性髓系白血病的启动细胞[10, 11]。这些启动细胞是根据细胞表
面标记物(CD34+/CD38−)来进行分离。2003 年以后，人们逐渐从实体瘤中分离出
了肿瘤干细胞，由一开始的乳腺癌[12]、脑癌[13]到接踵而来发现的结直肠癌[14]、
胰腺癌[15]、肺癌[16]、前列腺癌[17]、黑色素瘤[18]、恶性胶质瘤，都发现了肿瘤干
细胞。在非肥胖型糖尿病重症联合免疫缺陷实验小鼠中，少于 100 的肿瘤干细胞
就可以在小鼠体内形成肿瘤[19]。 
1.2 肿瘤干细胞表面标记物概述 
表面标记物的研究也证实了肿瘤干细胞起源于干细胞。许多研究证实肿瘤干
细胞的表面标志物与正常干细胞的表面标志物相同。肿瘤干细胞最先发现于急性
髓系白血病，目前研究最深入的即白血病干细胞，其表面标记物与造血干细胞一
样，都是 CD34+[10]。除此之外，有研究者证实，有些乳腺癌患者肿瘤细胞表型
和干细胞表型相同；而脑癌患者的肿瘤干细胞标记与神经干细胞的一样，为
CD133，musashi1 和 nestin[20]。目前从肿瘤组织中分离出肿瘤干细胞的主要是运
用不同肿瘤类型的细胞表面标记物，肿瘤干细胞的表面标记物也是目前鉴定肿瘤
干细胞最权威的方法，已有报道诸如 CD44, CD24, CD29, CD90, CD133，还有上
皮特异性抗原（ESA）和乙醛脱氢酶 1（ALDH1）等等[19, 21]。肿瘤干细胞与干细
胞之间除了具有共同的细胞表面标记物之外，它自己本身还具有一些特异性的表
面标记物，这些标记物被发现于实体瘤中，例如肝癌、乳腺癌、脑癌、胰腺癌、
前列腺癌、头颈部细胞癌、卵巢癌、肾癌、黑色素瘤等等。其中，插入肝癌干细
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胞特异性表面标记物的描述。CD44+CD24−/low 和 ALDH+被认为是乳腺癌干细
胞的特异性标记物，CD44+CD24−/low 细胞具有较强的成瘤能力，在非肥胖型糖
尿病重症联合免疫缺陷（NOD/SCID）实验小鼠中成瘤能力相比对应成体肿瘤细
胞高出至少 50 倍，并且能够在实验小鼠体内连续传代[22]； CD133+是脑癌干细
胞的特异性标记物 [23]；CD44+是头颈部细胞癌干细胞的特异性标记物；
CD44+/CD24+/ESA+是胰腺癌干细胞的特异性标记物[24]。CD44 + /α2β1hi /CD133 
+表型的细胞是前列腺癌的特异性标记物[25]； CD105 + 是肾癌干细胞的特异性
标记物，CD105 +肾癌细胞群可以表达 nestin、Nanog 和 Oct-4 干细胞标记物，
而不表达已分化的上皮细胞标记物[26]； CD133 + ABCG2 +是恶性黑色素瘤干细
胞的特异性标记物，移植到 NOD/SCID 小鼠后可以形成 Mart-1 + 的肿瘤[27]；此
外，这些标记物大多数和恶性肿瘤的发生、转移、复发相关的标记类似，从而证
明了肿瘤干细胞与肿瘤的发生发展、转移复发存在密切相关性[28]。此外，肿瘤
干细胞具有对常规放化疗的抵抗性，于是，这些逃逸化疗杀伤力的肿瘤干细胞造
成了后期复发转移的发生[29, 30]。 
1.3 肝癌国内外研究概况 
原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其中主要是肝细胞癌(hepatocellular 
carcinoma, HCC), HCC 有很高的致死率，死亡率在癌症相关疾病世界排名率第三，
发病率在世界范围内，男性排第五，女性排第七[31, 32]。发展速度快，恶性程度
高，极易转移及复发，由其是肝硬化基础上发展成为肝癌的患者，预后极差[33]。
我国是 HCC 高发区，约占全球患者的 55％，且其发病率呈逐年上升的趋势。 
肝癌的治疗手段有外科治疗、肝动脉/门静脉化疗栓塞术、局部消融治疗、
放射治疗和化疗治疗方法。目前肝癌的治疗手段主要是行肝切除术，另外，化疗
是肝癌术后辅助治疗的重要方法之一，然而经过手术化疗的肝癌患者仍不可避免
的发生转移复发的情况，追究原因，是由于肝癌患者对于化疗的多药耐药性制约
了化疗的疗效。并且，我国 HCC 患者主要和乙型肝炎病毒（HBV）感染、肝硬
化相关, 大多数患者就医确诊时已处于中、晚期, 无法进行肝切除术和肝移植，
失去了肝癌治疗的最佳手术时期，缺乏有效的治疗手段, 预后很差[34, 35]。这种情
况，化疗成为缓解患者疾病的主要治疗手段[36]，但是化疗引起的多药耐药已成
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为制约治疗效果的重要原因[37, 38]。由于化疗主要是作用于肝癌患者中的大部分
肝癌细胞，对于肝癌组织中存在的一小部分肝癌干细胞作用甚微，因此，肝癌患
者即便在接受治疗后出现肿瘤体积缩小，后期仍常出现复发转移。如前所述，随
着肿瘤干细胞的发现和研究，目前认为化疗耐药导致的化疗失败是由于肿瘤干细
胞的存在[39]。肿瘤干细胞表面可以高表达 ABC 转运蛋白，该蛋白可以将化疗药
物逆浓度梯度由细胞内转运到细胞外，以此避免了化疗药物的杀伤作用[40]。目
前，在乳腺癌、肺癌等肿瘤中已经有研究证实化疗可以富集肿瘤干细胞，但是富
集肿瘤干细胞的发生机制至今并没有明确结论[41, 42]，且并非所有的实体瘤都具
备通过化疗富集干细胞的特征[43]。因此，实验模拟化疗过程，探索化疗是否富
集了肝癌干细胞对于研究肝癌化疗失败导致疾病复发转移具有重要的意义，这也
将为探索肝癌干细胞富集的潜在机制以及靶向肝癌干细胞治疗从而提高降低肿
瘤复发和转移提供了可能性。 
1.4 CD133 和肝癌干细胞 
20 世纪 90 年代末，CD133 引起了人们的关注。最初 CD133 在人胎肝、骨
髓、脐血以及外周血 CD34 细胞中[44]。近年来，在肿瘤干细胞表面标记物中研究
最多的即 CD133 分子，CD133 扮演者至关重要的角色。CD133+可以作为分选干
细胞、前体细胞以及肿瘤干细胞的特异性标记物。并且，有许多研究表明 CD133
还与肿瘤的自我更新、分化、信号通路传导调控、化疗药物耐受以及后期的转移
复发等密切相关。因此，CD133+在干细胞相关疾病和肿瘤靶向治疗方面具有重
大的意义。 
CD133 和 Promin 具有相似的膜表面糖蛋白抗原，分别位于人和鼠干细胞表
面，CD133 分子最先是 Yin 等人通过人工 AC133 单克隆抗体从 CD34bright 造血
干细胞中分离出来[45]。人 CD133 基因位于 4 号染色体上，大约 152kb，包含了
37 个外显子[46, 47]。CD133 蛋白是细胞膜蛋白超家族的成员,为 5 次跨膜糖蛋白，
含有 865 个氨基酸，分子量大小约为 120kDa，5 次跨膜将整段肽链划分成胞内
和胞外各两个区域，其中胞内环富含半胱氨酸残基。5 次跨膜中，前 4 次跨膜区
域均含有半胱氨酸残基，而最后一个则含有赖氨酸残基，其中所有的 C 端尾部
都包含了 5 个络氨酸残基，这说明 CD133 抗原有可能属于生长因子受体一类，
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它通过与配体结合之后使络氨酸残基发生磷酸化从而引起相关的级联反应[48]。 
CD133 在干细胞治疗方面扮演者重要的角色，它是分离造血干细胞最关键
的特异性标记物，越来越多的证据表明，CD133 在治疗干细胞相关疾病方面将
发挥巨大的作用。而在肿瘤干细胞方面，随着研究的不断深入以及实验方法的不
断改进，CD133 在肿瘤的靶向治疗研究方面日益成熟，越来越多的研究证明它
存在于肿瘤干细胞中，CCD133 已经成为了不同肿瘤类型的干细胞特异性表面标
记物，比如脑胶质瘤中、前列腺癌、胰腺癌、结直肠癌等等[49-52]。CD133 依然
成为了肿瘤干细胞研究中不可或缺的关键标记物，但它的功能还没有完全被人类
所开发。因此，研究 CD133 有望改进肿瘤的靶向治疗研究。 
2006 年，研究者 Suetsugu 等人首次从肝癌细胞 Huh7 中，通过流式细胞仪
分析出 CD133 分子并分离出表达 CD133+分子表型的细胞，并认为可以将 CD133
作为肝癌干细胞的表面标记物[53]。随着该研究的发现，我国研究者 Yin 和 Ma 等
人随后也证明了 CD133 是肝癌肝细胞的标记物[54, 55]。 
如上所述，肝癌干细胞的存在是肝癌后期化疗失败发生转移复发的原因，而
CD133 是肝癌干细胞的特异性表面标记物，同时，研究证实 CD133 与化疗药物
耐受有关，因此，通过化疗药物作用构建耐药细胞株，并观察其富集 CD133 肝
癌干细胞，对于肝癌的靶向治疗和探索其信号通路机制至关重要。已有研究报道，
CD133 可以特异性针对 NOTCH、HEDGEHOG-GLI 信号通路起到一定的治疗效
果，而它在其他信号通路中的作用还需进一步探索[56, 57]。 
1.5 肿瘤干细胞的相关信号通路 
随着肿瘤干细胞研究的不断突破，目前已经有多条信号通路研究比较透彻，
这些信号通路和肿瘤的发生密切相关，研究较多的如 Wnt/β-catenin 信号通路、
Hedgehog 信号通路、Notch 信号通路、TGFβ/Smad 信号通路等等，这些通路出
现突变或者异常激活表达可导致肿瘤的发生。肿瘤的治疗方法众多且不断处于改
进之中，攻克肿瘤后期的复发转移义不容辞。目前，靶向肿瘤干细胞信号通路的
异常表达位点已经逐渐成为肿瘤治疗的研究热点。 
Wnt 信号通路是近年来肿瘤的热门研究。人体多种正常干细胞存在 Wnt 信
号通路，该信号通路在维持细胞的自我更新、抑制分化以及调节细胞增殖、凋亡
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方面起到了重要的作用。Wnt 属于分泌性糖蛋白，具有自分泌和旁分泌两种作
用形式。Wnt 信号通路包括经典的 Wnt/β-catenin 途径和非经典的 Wnt/Ca2+途径
和平面细胞极性通路。其中， Wnt/β-catenin 通路异常与多种肿瘤发生发展密切
相关[58]。Wnt 信号通路涉及多种分子功能的活化或抑制，任何原因导致该通路
长时间处于活化状态均有可能导致肿瘤的发生。此外，Wnt 通路的异常活化还
可以诱导正常干细胞向肿瘤性增殖转变[59]。目前，已有研究用化疗药物诱导
WIF-1、sFRP 和 Dickkopf 基因的表达从而阻断该通路[60]；运用基因转染关闭通
路，还有应用ＲNA 干扰肿瘤细胞中的 β-catenin 阻断 Wnt 通路以此减少细胞的
增殖[61]。Wnt 信号通路研究为肿瘤的靶向治疗提供了思路。 
Hedgehog（HH）信号通路控制着细胞的生长与繁殖，是调节昆虫及胚胎发
育的经典通路之一。人体内发现了三种 Hedgehog 同源基因，分别为
Sonichedgehog (SHH)、Indian hedgehog (IHH)和 Desert hedgehog (DHH)。其中，
SHH 是研究最多的基因[62]。Hedgehog 信号通路与多种肿瘤的发生和相应的肿瘤
干细胞调控密切联系，如乳腺癌、胰腺癌、胶质母细胞瘤、慢性髓样白血病等，
通过抑制这些细胞的 Hedgehog 通路活性可以明显降低细胞的致瘤能力[63, 64]。 
Notch 通路是研究较多的与肿瘤发生发展相关的另一信号通路，其与维持细
胞增殖、分化、凋亡三者之间的平衡密切相关[65]。Notch 信号通路主要分为 CSL 
依赖和 CSL 非依赖两种。研究最多的为经典的 CSL 依赖通路。Notch 信号通
路的改变在多种恶性肿瘤病变中发挥着重要的作用。急性 T 淋巴母细胞白血病
中 NOTCH1 受体过度活化[66]。 Notch 调控在干细胞突变导致的肿瘤发生中发挥
重要作用。研究发现，在神经胶质肿瘤干细胞中，Notch 的转录活性表达异常升
高[67]，而在乳腺癌中，该通路的异常表达增加了乳腺癌干细胞的再生能力，促
进了乳腺癌的发生[68]。 
肿瘤干细胞理念的提出为让我们对肿瘤的发生发展、转移复发和耐药机制等
有了更深的认识。目前，肿瘤干细胞的靶向治疗已经取得了一些成果，但是鉴于
肿瘤干细胞存在机制的复杂性以及各机制间的交叉作用，靶向治疗仍存在很大的
困难。 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前 言 
7 
1.6 TGFβ/Smad 信号通路 
转化生长因子 β（TGF-β）在细胞生长、分化、发育、凋亡过程中起着重要
的调节作用。在细胞调控分裂、分化、组织形成过程中，多种调节因子参与了确
保细胞行驶正常功能的过程，在整个网络通讯中，最普遍的是分泌调节因子，这
类因子被转录调节因子配对的膜受体所识别，其中，TGF-β 是最重要的一种分泌
调节因子[69]。在肿瘤中，TGF-β 通过多方面的指令调节肿瘤的发生、发展和转移，
并且与肿瘤的预后密切相关[70, 71]。TGF-β 信号通路具有双面作用，在肿瘤早期表
现出抑制作用，随着肿瘤的发展，后期呈现出促进肿瘤发展转移的作用，TGF-β
信号通路之所以呈现出这样的双向作用与细胞类型和细胞基因突变、扩增或者丢
失有关[72]。目前研究表明，多种肿瘤中可测得 TGF-β 过度表达，如乳腺、胃、
结肠、肝和胰腺等肿瘤[73, 74]。TGF-β 信号通路分为不包含 Smad 的非经典途径和
经典的 Smad 途径两种。其中，TGF-β/Smad 信号通路在肿瘤发生机制中起着重
要的作用。Smad 蛋白是 TGF-β 下游的受体激酶，在 TGF-β 信号通路中起着必不
可少的介导作用，扮演着 TGF-β 信号通路中枢的“变换器”。首先，TGF-β 与
TGF-β II 型受体（TGF-β RII）结合，激活募集 TGF-β I 型受体（TGF-β RI），形
成二聚体形式受体复合物。TGF-β RII 可以磷酸化 TGF-β RI 的甘氨酸-丝氨酸区
域，进而活化 TGF-β RI 的丝氨酸-苏氨酸活性。最后，活化的 TGF-β RI 可以磷
酸化 Smad 蛋白。Smad 蛋白分为受体激活的 Smad（R-Smad），通用型 Smad
（Co-Smad）和抑制型 Smad（I-Smad ）3 个亚族，至少包括 9 种 Smad 蛋白[75]。
其中，R-Smad 包括 Smad1、2、3、5、8，R-Smad 蛋白磷酸化后与 Smad4 结合，
形成二聚体复合物进入细胞核发挥作用。值得一提的是，R-Smad 与信号通路存
在特异相关，如 Smad2 和 Smad3 介导 TGF-β 信号，而 Smad1、Smad5 和 Smad8
则介导 BMP 信号。而 Co－Smad 目前仅发现 Smad4，它能与所有 R-Smad 结合
形成二聚体进入细胞核。 Smad3 是 TGF-β 信号通路下游关键的蛋白分子。
TGF-β/Smad3 与多种生理病理过程相关，参与调控了细胞的分化、发育、凋亡以
及免疫调节和细胞的纤维化，此外还参与调控肿瘤的发生、发展。在肿瘤发展后
期，TGF-β/Smad3 可以诱导细胞表皮-间质转化（EMT）促使肿瘤发生转移[76]。 
在肝癌中，TGF-β/Smads 信号通路同样发挥着关键的作用，与肝癌的发生发
展密切相关，TGF-β/Smads 信号通路参与了肝癌细胞的增殖、分化、凋亡以及侵
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